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科（Scrophulariaceae）の Veronicastrum sibiricum Pennell（= Veronica sibirica L.）
クガイソウの地下部であったという説 5) があり，また，地域によってはユリ科
（Liliaceae）の Smilax 属植物，キク科（Compositae）の Ainsliaea 属および Inula
属植物，センリョウ科（Chloranthaceae）の Sarcandra（= Chloranthus）属植物
の地下部も「威霊仙」として使用されていたといわれている 6)。しかし，Mikage
ら 7, 8) は本草学的研究により，｢威霊仙｣は本来朝鮮半島の薬物で，植物地理学
的に考えて当時新羅から中国に伝えられた｢威霊仙｣は，キンポウゲ科
（Ranunculaceae）の Clematis 属のテッセン節（Sect. Tessen）植物であり，朝鮮
半島における正品原植物は Clematis patens C. Morren et Decne. （カザグルマ），
中国における正品原植物は C. florida Thunb.（テッセン）であったと考証した。 
現行の『第 16 改正日本薬局方』9) および 2010 年度版『中華人民共和国薬典』
10) では，生薬「威霊仙」の基原はキンポウゲ科の Clematis chinensis Osbeck，
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黒変する特徴がある。C. mandshurica は葉裂片が卵形で，種子は扁平で C. 
chinensis より大型で，縁辺がやや隆起する特徴がある。これら 2 種がやや蔓性
で花被片が 4 枚であるのに対して，C. hexapetala では茎は直立し，萼片は通常
6 枚であり，葉裂片は細くてやや革質であるという特徴をもつ 11)（Fig. 1）。し






「威霊仙」の含有化学成分については，Tu ら 15-17) の報告によると C. chinensis





Mikage ら 18-22) は，Clematis 属植物の根および根茎の外部・内部形態の差異
により種を区別する方法を確立し，1970 年代，日本，中国，韓国の生薬市場で
収集した生薬「威霊仙」の原植物を同定した結果，C. angustifolia Jacq.（= C. 
hexapetala Pallas）ホソバシロクサボタン，C. terniflora DC.（= C. mandshurica 
Ruprecht）タチセンニンソウ，C. chinensis Osbeck シナセンニンソウ，C. terniflora 
DC. var. robusta (Carr.) Tamura センニンソウ，C. brachyura Maxim. イチリンザ
キセンニンソウ，C. terniflora var. koreana (Nakai) Tamura（= C. papuligera Ohwi）
ウスバセンニンソウなど，Clematis 属近縁種であることを確証した。  
一方，日中国交正常化間もない当時に比して，現在は生薬の流通経路が大幅
に変化し，また第 14 改正日本薬局方第一追補（2002 年 12 月）から｢威霊仙｣が
日局に収載されるなど，事情が大きく変化し，｢威霊仙｣の原植物も変化してい





遺伝子（nuclear ribosomal DNA, nrDNA）内のスペーサー領域である ITS（internal 
transcribed spacer）領域（ITS1-5.8S rDNA-ITS2 を含む）を用いた生薬の原植物
の鑑別方法が報告されつつある 23-27)。また，植物分類学的には，Miikeda ら 28)















Fig. 1 Pictures of three officially recorded Clematis plants.  
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キンポウゲ科 Clematis 属植物は，日本に 25 種 13, 14)，中国に約 150 種 12)，韓国に




るひげ根状を有する種について，東アジア産の 9 種 2 変種の Clematis 属植物を比較
検討した。Tamura30, 31) の分類に従うとこれらの植物の大部分は Flammula 亜属に属
し，根が細く，ひげ根状になるものである。比較植物の中で，C. hexapetala は葉裂
片が細くて萼片が 6 枚である点，C. chinensis は葉や茎が乾燥後に黒変する点，C. 









真核生物の核 DNA には，リボソーム RNA（ribosomal RNA; rRNA）をコードして
いる３つの遺伝子領域（18S，5.8S，26S）があり，それらの領域間には ITS1 と ITS2
とよばれるスペーサー領域がある（Fig. 2）。これらの領域（18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S）







応用されている。植物分類学的には，Clematis 属植物の DNA については Miikeda ら










Fig. 2 真核生物のリボソーム DNA の模式図 
18S，5.8S，26S の各領域を含み，タンデムリピートを形成する。NTS, nontranscribed 







日本，中国，韓国，ロシアなどの東アジアに産する Clematis 属植物計 10 分類群
34 サンプル（Table 2）を採集し，ITS 領域の DNA 解析を行なった。サンプルに用
いた Clematis 属植物は元大阪大学の田村道夫博士により同定されたもの，ならびに
新たに東北大学の米倉浩司博士により同定されたものを用いた。また，本研究で主
に Tumura の分類 30, 31) にしたがった（Table 1）が，用いた Clematis 属植物の種名に
ついては，便宜上，田村のタチセンニンソウ C. terniflora DC. は C. mandshurica 
Ruprecht





Table 1 Classification of plant materials in this study by Tamura30, 31)  
 
    Tamura 1987 
 Species   Subgenus Section Subsect. Series 
Clematis hexapetala Pallas   Flammula Flammula Angustifolia   
C. mandshurica Ruprecht   Flammula Flammula Rectae Rectae 
C. chinensis Osbeck   Flammula Flammula Rectae Chinenses 
C. terniflora DC. 
  var. robusta (Carr.) Tamura 
  Flammula Flammula Rectae Rectae 
C. terniflora DC.  
var. koreana (Nakai) Tamura 
  Flammula Flammula Rectae Rectae 
C. kyushuensis Tamura   Flammula Flammula Rectae Chinenses 
C. brachyura Maxim.  Flammula Pterocarpa    
C. ianthina Koehne   Viorna Viorna Crispae Fuscae 
C. patens C. Morren et Decne.   Flammula Viticella Patentes   
C. florida Thunb.   Flammula Viticella Floridae   
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h7 Nippon Shinyaku Co., Ltd., Japan H110704 Jul. 2011




m5 Samara State University, Russia M110525 May 2011
c1 Mianyang city, Sichuan Prov., China C050925 Sep. 2005
c2 Mt. Gusuku, Kunigami Gun, Okinawa Pref., Japan C081030 Mar. 2007
tr1 Haeundae-gu, Busan, Korea R080907 Sep. 2008
tr2 Medicinal herb garden of Kanazawa University, Japan R090908 Sep. 2009
tr3 Asahi-machi, Kanazawa city, Ishikawa Pref., Japan R090909 Sep. 2009
tr4 Kaimondake volcano, Kagoshima Pref., Japan R090212 Feb. 2009
tr5 Kakuma-machi, Kanazawa city, Ishikawa Pref., Japan R100602 Jun. 2010
tr6 R110817A
tr7 R110817B
tr8 Mt. Langya, Chuzhou city, Anhui Prov., China, T860525 May 1986
tr9 Mt. Zijin, Nanjing city, Jiangsu Prov., China T880921 Sep. 1988
tk1 gwangneung, Gyeonggi-do, Korea 75112 Oct. 1975





b3 Anyang-si, Gyeonggi-do, Korea 78021 Jul. 1978
C. ianthina  (Ci) i1 Gwangneung, Gyeonggi-do, Korea 75110 Oct. 1975
p1 Kochi Pref., Japan P081111 Jun. 2007
p2 Hyogo Pref., Japan P110525 May 2011
C. florida  (Cf) f1 Medicinal herb garden of Kanazawa University, Japan F110526 Oct. 2011
C. brachyura (Cb)
C. patens  (Cp)




Satsuma District, Kagoshima Pref., Japan Aug. 2012C. kyushuensis  (Cky)
Aug.2004
Unuer, Yakeshi County, Hulunbuir, Inner Mongolia Prov., China Jul. 2005
Mt. Priozernaya, Khasanskii Dist., Primorsky Krai, Russia Jun. 2005
Clematis hexapetala (Ch)
C. mandshurica (Cm)
C. terniflora var. koreana
(Ctk)
C. terniflora  var. robusta
(Ctr)
Side of Lake Khanka, Khankaysky Dist., Russia
Takaoka Gun, Kochi Pref., Japan





1－3－1 全 DNA の抽出 
植物試料については乾燥した葉を約 50〜70 mg，古い標本から採取した植物試料
の葉や生薬試料の根については，約 0.1〜0.3 g をとり，細切し，液体窒素で凍結し
て粉砕した。得られた粉末試料を DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Germany) を使っ
て，プロトコールにしたがって全 DNA を抽出した。また，雑物を多く含む DNA 抽
出液は Gene Clean II kit (QBioGene, USA)を使用し，雑質を除去した。 
 
1－3－2  PCR 法による ITS 領域の増幅 
ITS 領域は PCR （Polymerase chain reaction）法により増幅した。試料溶液は，全
DNA 試料 100〜120 ng をテンプレートに用いて，10× PCR buffer for KOD-Plus 2.5 μl，
0.2 mM dNTP，1.0 mM MgSO4，forwared primer 0.4 mM，reverse primer 0.4 mM，0.5 U 
KOD-Plus polymerase (TOYOBO, Japan)，H2O で全量 25 μl とし，サーマルサイクラー 
(MyGenie 32 Thermal Block, BIONEER また TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice TP600, 






得られた PCR 産物 3 μl を 1.5% のアガロースゲルを用いて電気泳動し，ITS 領域






精製したPCR産物はBigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Bisoystems, 
Foster City, CA, USA)を使ってサイクルシーケンスで反応を行なった。試料溶液は，
PCR産物20 ng，primer 1 μl，BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit(Applied 
Biosystems, USA) 1 μl，H2Oで全量10 μlとした。使用したプライマーは3.2 μl Cle-1F, 
Cle-1R, Unc-5.8F (GCA TCG ATG ATG AAG AAC GTA GC), and Unc-5.8 R 
27) 
(GTT 
CAA AGA CTC GAT GGT TC)である。使用したプログラムをFig．5 に示した。サ
イクルシーケンス産物をエタノールで精製し，DNAシーケンサーABI PRIAM 310 
Genetic Analyzer (Applied Biosysytems)を用い，直接塩基配列決定法より解析を行な













 Fig. 3  Primers and annealing sites of the ITS region 
 
 
Fig. 4  PCR program 
 
 
Fig. 5  Cycle sequencing program 
Akebi-F: 5'- GCT CCT ACC GAT TGA ATG GT -3' 
Akebi-R: 5'- GTA AGT TTC TTC TCC TCC GC -3' 
Cle-1F: 5'- AAG TCG TAA CAA GGT TTC CG -3'  




1－3－4 ITS 領域のクローニング 
C. chinensis (Cc) の植物試料c1とc2又は生薬試料w3 については直接塩基配列決
定法では重複が認められたため，クローニングを行なった。 
c1 と c2 の全 DNA をテンプレートとして，制限酵素認識配列が付いたプライマー
HD-Cle1F（TAA AAA GCT TAA GTC GTA ACA AGG TTT CCG）と ER-Cle1R（TTA 
TGA ATT CTT AAA CTC AGC GGG TAG TCC）を用いて PCR で ITS 領域を増幅し
た。PCR 産物は QIA quick PCR Purification Kit（QIAGEN）を使用して，精製後，制
限酵素 Hind III と EcoR I（TaKaRa Bio. Inc., Japan） で切断した。試料溶液は，PCR
産物100-200 ng，制限酵素Hind III及びEcoR I 各0.5 μl，10× M Buffer for 1 μl [Tris-HCl
（pH 7.5） 10mM, dithiothreitol 1 mM, MgCl2 10 mM and NaCl 50 mM]，H2O で全量 10 
μl とした。37 °C 1 時間，制限酵素処理を行なった。制限酵素処理した PCR 産物 4 
μl は，同じ酵素で切断したプラスミド pBluescript SK (-) 5 ng と混合し，DNA Ligation 
Kit Ver.2.1（TaKaRa Bio. Inc.）5 μl を用いて，16 °C 一晩で DNA Ligition 反応を行な
った。反応後，Competent high DH5α cells（TOYOBO）を用いて反応液をトランスフ
ォ－ムし，アンピシリン(Amp) を加えた Lysogeny broth（LB） agar プレート（1% 
yeast extract, 2% tryptone, 2% NaCl, 3% agar, and 100 μg/ml ampicillin） に散布し，37 °C
で一晩培養し，トランスフォーマントを得た。各試料に付き 8〜16 クローンのトラ
ンスフォーマントを選び，アンピシリン（100 μg/ml）添加 LB 培地溶液で大腸菌を
25 時間細分培養し，遠心分離によって大腸菌を得た。DNA はアルカリ法を用いて
プラスミド DNA を RNAase A 処理後，ポリエチレングリコールによって沈澱させ，
その沈澱物からPCR法で ITS領域を増幅し，そのPCR産物を精製後，ABI PRIAM 310 







1－4－1 Clematis属植物の ITS 領域の長さ 
 DNA解析の結果，検討したClematis属植物は分類群によりITS領域の塩基の数に違
いが認められた。10分類群のITS領域の全長を Table 4に示した。 
10分類群の中で，ITS領域が最も長いものはC. patens (Cp) とC. florida (Cf) で，全
長は 562 bp であった。次いで C. hexapetala (Ch) と C. mandshurica (Cm) で，全長
は551 bp であった。terniflora var. koreana (Ctk) は全長547塩基で，C. ianthina (Ci) で
は532塩基であった。 
C. terniflora var. robusta (Ctr) の ITS 領域ではサンプルの産地により塩基配列が 2
タイプ（type）に分かれた。日本と韓国産の 7 サンプルがタイプ 1（T1）であり，
全長は 547 塩基であった。中国産の 2 サンプルはタイプ 2（T2）であり，それぞれ
547 と 546 塩基であり，日本，韓国産とは異なるタイプであった。Cb の ITS 領域に
も長さの違いが見られ，それぞれ全長は 546 と 547 塩基であった。 
DNA 解析において，重複により直接塩基配列決定法（direct sequencing）で解析不
能であった C. chinensis (Cc) の c1 と c2 サンプルについては，どのようなパターン
で重複しているかを確認するため，ITS 領域の PCR 産物をクローニングし，塩基配
列を解析した。これによって，3 つのパターン（P）が見られた。c2 について，得ら
れた 8 つのクローンでは 3 つのパターンが全て見られ，その中の 2 つのパターンが
c2 の 16 個のクローンでも見られた。パターン 1（P1）は全長が 549 塩基（c2 の 2
つのクローン）或いは 548 塩基（c1 の 1 つのクローン）であり，パターン 2（P2）
は全長が 547 塩基（c2 の 2 つのクローンと c1 の 9 つのクローン）或いは 546 塩基





1－4－2 Clematis 属植物の ITS 領域の塩基特異性ならびに配列結果  
 
1－4－2（1）  ITS 領域の塩基の欠損と挿入  
Table 4 に示すように，上流から 60 番目周辺の塩基が欠損によって，検討
した Clematis 属植物 10 分類群の ITS 領域の長さは異なっていた。なお，Ci
については，今回検討した他の Clematis 属植物と配列に大きな違いがあった
ため表からは除外し，他種との比較はしなかった。DNA Data Bank of Japan，
DDBJ に登録した番号は AB773869 である。  
Cp と Cf 以外の分類群は 60 番目から 70 番目まで，また 551 番目から 555
番目までの 16 塩基が欠損していたが，317，544，545，560，561 番目の 5 箇
所の塩基が欠損しているのは Cp と Cf にしか見られなかった。また，71 番目
から 74 番目まで 4 塩基の欠損は Ctr, Ctk, Cky, Cb 及び Cc のクローンである
パターン 2（P2）とパターン 3（P3）の 2 つのパターンに見られた。一方，
Cc のパターン 1（P1）では，71 番目と 72 番目に 2 塩基の欠損が見られたが，
73，74 番目の 2 箇所には欠損が見られなかった。さらに，10 分類群の中で
Cc のパターン 3（P3）のみに，165 番目から 168 番目までの 4 塩基の挿入が
見られた。そのほか，412 番目の 1 箇所の欠損が Ctr の試料 tr9 でみられ， 485
番目の 1 箇所の欠損が Cb の試料 b1 及び Cc の試料 c1 のパターン 1（P1）と
パターン 2（P2）の 6 つのクローンでみられた。  
 
1－4－2（2）  ITS 領域の塩基配列の相違  
Ch と Cm ではともに 60 番目から 70 番目までの欠損があったが，71 番目
から 74 番目までのは欠損はなかった。しかし，この 2 つの分類群の ITS1 領
域は 74，79，80，143，151，159 番目の 5 箇所の塩基にはっきりとした違い
があり，33，83，99 番目の 3 箇所の塩基に一部の違いがあった。一方，Ch
と Cm の 5.8S rDNA と ITS2 領域の配列は一致した。  
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Ctr, Ctk, Cky および Cb の 4 分類群では，60 番目から 74 番目までの欠損が
みられた。さらに，Ctr は異なる 2 タイプ（T1 と T2）が存在し，それぞれの
塩基配列が大きく異なっていた。これら 4 分類群の中で比較すると，Cky は
Ctr のタイプ 1（T1）と ITS1 の塩基配列がほぼ一致したが，Ctr と Ctk はとも
に 526 番目と 528 番目の 2 箇所に Cky 及び Cb とは異なる特有な塩基を持っ
ていた。さらに，Ctk は Ctr のタイプ 2（T2）と ITS1 の塩基配列が似ている
が，155，265，295，344，373 番目の 5 箇所で特有な塩基を有していた。ま
た，Cb は 57 番目に特有な塩基 G を有していた。  
Cp と Cf は互いに類似し，かつ他の分類群とはやや異なっているが，両種
間では 138 番目（A と G），146 番目（G と  A）の 2 箇所に塩基の違いが見
られた。  
以上，塩基に重複が見られる Cc 以外の 9 分類群の Clematis 属植物につい
ては，direct sequencing 法を用いて，ITS 領域において種に特有な塩基配列を
見出すことにより，種同定が可能であることが明らかになった。  
 
1－4－2（3） Cc の ITS 領域のクローニング  
Cc は塩基配列の重複が認められたため，クローニング後，各クローンにつ
いて解析した。クローニングを行なったことにより個々の ITS 領域の塩基の
解析が可能となった。結果を Table 4-2 に示した。  
試料 c1 と c2 の各クローンは ITS 領域の塩基配列が多様であり，前述のご
とく 3 パターンが認められた。この結果から，2 つ或いは 3 つのパターンの
塩基配列を併せもつことによって，direct sequencing の際に Cc において重複
した波形を示すことが明らかになった。c2 については，得られた 8 クローン
のうち，パターン 1，2，3（P1，P2，P3）に属するものがそれぞれ 2 つ，2
つ，4 つ認められた。c1 の 16 個のクローンでは 1 つはパターン 1（P1）を，
他の 15 個のクローンはパターン 2（P2）を示した。また c1 と c2 を比較する
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と，c1 のクローンから得られたパターン 1，2（P1，P2）と c2 のクローンか
ら得られたパターン 1，2（P1，P2）には塩基配列の違いが見られ，さらに
c1 と c2 の個々のクローンパターン中でもパターン 1（P1）とパターン 2（P2）
における配列の違いが見られた。すなわち，パターン 1 において c2 と c1 の
クローンでは 150，155，159，171，485 番目の 5 箇所で塩基に違いが見られ，
パターン 2 において c1 のクローンでは 57 と 75 番目を含む 16 箇所に塩基の
違いが見られた。  
興味深いことは，本研究で解析した Cc から得られたクローンの ITS 領域
の塩基配列が日本と中国産を含めすべて重複した波形を示し，DDBJ に登録
された Cc の ITS 領域の塩基配列結果とは異なっていたことである。また，







Table 4-1 Variations in the ITS regions of the plant materials  
By direct sequencing 
 















GU732597 C A A C ----------- TTAG CGGGGA T C TA A GA G GT A G A ---- AA C C
 h1, h2, h3, h4  AB775144 * * * * ----------- **** ****** * * ** * ** * ** * * * ---- ** * *
 h5  AB775145 * * * * ----------- **** ****** * * ** * ** * ** * * * ---- ** * *
 h6, h7  AB775146 * * * * ----------- **** ****** * * ** * ** * ** * * * ---- ** * *
JF778872 * T * * ----------- ***A ****TC * * ** * A* * *C * A * ---- ** * *
m1  AB775147 * * * * ----------- ***R ****TC Y * ** * A* * *C * A * ---- ** * *
m2  AB775148 * * * * ----------- ***R ****KM * * ** * R* * *Y * R * ---- ** * *
m3  AB775149 * * * * ----------- ***R ****KM Y Y ** * R* * *Y * R * ---- ** * *
m4  AB775150 * W * * ----------- ***A ****TC Y * ** * A* * *C * A * ---- ** * *
m5  AB775151 * * * * ----------- ***A ****TC * * ** * A* * *C * A * ---- ** * *
AB120183 * T * * ----------- ---- *CC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- ** * *
tr1 AB775152 * W * * ----------- ---- *CS*TC * * ** * A* * *Y * R * ---- R* * *
tr2 AB769959 * T * * ----------- ---- YCC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- R* * *
tr3 AB775153 * T * * ----------- ---- *CC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- ** * *
tr4 AB775154 * T * * ----------- ---- YCS*TC * * ** * A* * ** * * * ---- ** * * T1
tr5 AB775155 * T * * ----------- ---- YCC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- G* * *
tr6 AB775156 * T * * ----------- ---- YCC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- ** * *
tr7 AB775157 * T * * ----------- ---- TCC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- ** * *
tr8 * * * * ----------- ---- Y**TC C * ** * A* * TC * A * ---- ** G *
tr9 * * * * ----------- ---- *C**TC C * ** * A* * TC * A * ---- ** G *
C. terniflora var.
koreana (Ctk)
tk1, tk2 AB769960 * * * * ----------- ---- TT**TC C * ** * A* * TC G A * ---- ** G * 168
ky1 * T * * ----------- ---- TCC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- ** * *
ky2 * T * * ----------- ---- YCC*TC * * ** * A* * ** * * * ---- ** * *
AB120204 * * G * ----------- ---- *T**TC * * ** * A* * *C * A * ---- ** * *
b1 * * G * ----------- ---- *T**TC * * ** * A* * *C * A * ---- ** * *
b2, b3 AB775158 * * G * ----------- ---- *T**TC * * ** * A* * *C * A * ---- ** * *
AB120184 A * * G CGCCGCCCCGG CGGC GC*CTC C T CG * AC * ** * * G ---- *G T T
 p1, p2 AB775159 A * * G CGCCGCCCCGG CGGC GC*CTC C T CG * AC * ** * * G ---- *G T T
  AB120186  A * * G CGCCGCCCCGG CGGC GC*CTC C T AG G AC A ** * * G ---- *G T T
































Table 4-1 Continued  




















GU732597 C C C C TT C TC G C CC C C G A GT A CC ----- GG T
 h1, h2, h3, h4 * * * * ** * ** * * ** * * * * ** * ** ----- ** *
 h5 * * * * ** * ** * * ** Y * * * ** * ** ----- ** *
 h6, h7 * * * * ** * ** * * ** Y * * * ** * ** ----- ** Y
JF778872 * * * * ** * ** * * ** * * * * ** * ** ----- ** *
m1 * * * * ** * ** * * ** * * * * ** * ** ----- ** Y
m2 * * * * ** * ** * * ** Y * * * ** * ** ----- ** *
m3 * * * * ** * ** * * ** * * * * ** * ** ----- ** *
m4 * * * * ** * ** * * ** Y * * * ** * ** ----- ** *
m5 * * * * ** * ** * * ** Y * * * ** * ** ----- ** *
AB120183 * T * T ** A *T * * ** * * * * AC G ** ----- ** *
tr1 * * * * ** * ** * * ** Y * * * *Y R ** ----- ** *
tr2 * * * * ** * ** * * ** * * * * RC G ** ----- ** *
tr3 * * * * ** * ** * * ** * * * * RC G ** ----- ** *
tr4 * * * * ** * ** * * ** * * * * RC G ** ----- ** * T1
tr5 * * * * ** * ** * * ** * * * * RC G ** ----- ** *
tr6 * * * * ** * ** * * ** * * * * *C G ** ----- ** *
tr7 * * * * ** * ** * * ** * * * * *C G ** ----- ** *
tr8 * * * * ** * ** * * ** * * * * *C G ** ----- ** C 220 547
tr9 * * * * ** * ** * * *- * * * * *C G ** ----- ** C 219 546
C. terniflora var.
koreana (Ctk)
tk1, tk2 T * T * ** * ** A 159 A ** * * * * *C G ** ----- ** C 220 547
ky1 * * * * ** * ** * * ** * * * * A* * ** ----- ** *
ky2 * * * * ** * ** * * ** * * * * A* * ** ----- ** *
AB120204 * * * * ** * ** * * ** * * * * ** * ** ----- ** * 220 547
b1 * * * * ** * ** * * ** * - * * ** * ** ----- ** C 219 546
b2, b3 * * * * ** * ** * * ** * * * * ** * ** ----- ** * 220 547
AB120184 * * * * -C * C* * * A* * * * * ** * -- ACCAC -- C
 p1, p2 * * * * -C * C* * * A* * * * * ** * -- ACCAC -- C
  AB120186  * * * * -C * C* * * A* * * A R ** * -- ACCAC -- C














































Table 4-2 Variations in the ITS regions of the plant materials  
By cloning (C. chinensis) 
 













C. hexapetala (Ch)  h1 GU732597 C A ----------- TTAG CGGGGA T GA G AG G ---- AA C 172
GU732584 T * ----------- ---- *CC*TC C A* ** ** A ---- ** * 168
15  AB775161 * * ----------- --TT G*T*TC C A* TC G* A ---- ** G 170 P1
7, 10, 12 AB775162 * * ----------- ---- TT**TC C A* TC ** A ---- ** G
2 AB775163 * * ----------- ---- TT**TC C A* TC G* A ---- ** G
1, 6, 14 AB775164 * * ----------- ---- *C**TC C A* TC G* A ---- ** G
13 AB775165 * * ----------- ---- *C**TC C ** TC ** A ---- ** G
4 AB775166 * * ----------- ---- *C**TC C ** TC ** A ---- ** G P2
9 AB775167 * * ----------- ---- *C**TC C A* TC G* A ---- ** G
3 AB775168 * * ----------- ---- *C**TC C ** TC ** A ---- ** G
11 AB775169 * * ----------- ---- *C**TC C ** TC ** A ---- ** G
5, 8, 16 AB775170 * G ----------- ---- *T**TC * A* *C ** A ---- ** G
4，8 AB775171 * * ----------- --TT G*T*TC C A* *C ** * ---- G* G 170 P1
1 AB775172 * * ----------- ---- *T**TC C A* TC ** A ---- ** G P2
6 AB775173 * * ----------- ---- *T**TC C A* TC ** A ---- ** G























Table 4-2 Continued 
 
The nucleotide numbers refer to sequence AB120204 in the DNA Data Bank of Japan (DDBJ). Asterisks (*) indicate the same nucleotide 
as the top sequence; hyphens (-) indicate nucleotide deletions; W denotes A or T, R denotes A or G, and Y denotes C or T. GU732597, 
JF778872, GU732584, AB120183, AB120204, AB120184, and AB120186 were obtained from the DDBJ. For each species, we chose the 
ITS sequence closest to our result if two or more ITS sequences were recorded for the species in the DDBJ. All sequences we obtained in 
this study were recorded in DDBJ. Abbreviations: Ch: Clematis hexapetala; Cm: C. mandshurica, Cc: C. chinensis, Ctr: C. terniflora var. 






















C. hexapetala (Ch)  h1 C C TT C TC G 159 C C C G CG A GT A CC ----- GG T 220 551
* * ** * ** * 159 * * * * ** * ** * ** ----- ** C 220 547
* * ** * ** * 159 * * - * ** * ** * ** ----- ** C 219 548 P1
* * ** * ** * 159 * * * * ** * ** * ** ----- ** C 220 547
T T ** * ** A A * * * ** * *C G ** ----- ** C
* * ** * ** * * * * * T* * *C G ** ----- ** C
* * ** * ** * * * * * ** * *C G ** ----- ** C
* * ** * ** * * * * T ** * ** * ** ----- ** C P2
* * ** * ** * 159 * * - T ** * ** * ** ----- ** C 219 546
* * ** * ** * * * - T ** * ** * ** ----- ** C
* * ** * ** * * * - * ** * ** * ** ----- ** C
* * ** * ** * * * - * ** * ** * ** ----- ** C
* * ** * ** * 159 * * * * ** * ** * ** ----- ** C 220 549 P1
* * ** * ** * * * * * ** * ** * ** ----- ** C P2
* * ** * ** * * * * * ** * *C G ** ----- ** C





















1－5 考察  
 
 1．Ch と Cm，また Cp と Cf については， ITS2 領域の塩基配列によって明
確に種を区別することができなかった。DNA バーコードとして ITS2 領域の
塩基配列を用いて，薬用植物の近縁種や生薬の原植物が同定できると報告さ
れている 32,33) が，本研究の結果，Clematis 属植物の近縁種については，ITS2
領域のみならず，ITS1 領域及び 5.8S rDNA の塩基配列も種鑑別に必要である
ことが明らかになった。また，本研究に供した Clematis 属植物の近縁種は，
ITS2 領域より ITS1 領域に変異箇所が多く認められた。  
 2．本研究で得られた Cc 試料の ITS 領域の塩基配列結果と，DDBJ に登録
されている Cc の結果に相違が見られた。すなわち，本研究における全ての
Cc 試料が 60 番目の塩基以降に重複が見られ，C. chinensis がハイブリッド由
来である可能性が示唆された。加えて，本研究で得た ITS 領域の塩基配列結
果（Table 4）を見ると，他の種類においても 60 番目の塩基周辺の欠損や変
異が多く見られた。したがって，塩基 60 番目の周辺は Clematis 属植物の ITS
領域において最も変異しやすい位置である可能性がある。また，Ctr の植物
試料 cr9 における欠損した 412 番目の塩基，また Cb の植物試料 b1 や Cc の
植物試料 c1 のパターン 2（P2）を示した 6 つのクローンに見られる 485 番目
の塩基欠損は，いずれもポリシトシン（Poly Cytosine, PolyC）の位置である。
6〜7 個の C がある箇所で欠損しやすいことが考えられた。DDBJ への登録結
果と異なることについては種内変異の可能性も含めて，今後さらに検討する
必要がある。  
3．Ctr では 2 タイプの ITS 配列が認められ，日本と韓国産の 7 サンプルが







第二章 日本，中国，韓国市場品｢威霊仙｣の原植物  
 









として，制限酵素断片長多型 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 




RAPD 法による解析資料としては不適切である。また，nrDNA の ITS 領域の
分析は植物の分類や系統進化の解析への応用に限らず，近年その配列情報を
利用した同定法は生薬鑑別にもよく応用されている。例えば，Ephedra 属生








れている。原植物について，Mikage ら 18-22) の比較組織学的な研究結果によ
ると，1970 年代の日本，中国，韓国における生薬市場では，日本産｢威霊仙｣
は C. terniflora DC. var. robusta. (Carr.) Tamura センニンソウであり，中国産
｢威霊仙｣は C. terniflora DC. （= C. mandshurica Ruprecht21) ）タチセンニンソ
ウ，C. angustifolia Jacq.（= C. hexapetala Pallas）ホソバシロクサボタン，C. 
chinensis Osbeck シナセンニンソウであり，韓国産｢威霊仙｣は C. brachyura 
Maxim. イチリンザキセンニンソウが主であり，C. mandshurica Ruprecht や
C. terniflora var. koreana (Nakai) Tamura（= C. papuligera Ohwi）ウスバセンニ
ンソウも流通していた。また，北朝鮮産は主として C. terniflora var. koreana 






2－2 実験材料と方法  
 
日本，中国，韓国の市場で生薬｢威霊仙｣計 12 サンプル（Table 5）を購入
し，ITS 領域の DNA 解析を行なった。実験に使用した生薬標本は金沢大学医
薬保健研究域薬学系資源生薬学研究室の標本庫に保管されている。  
 












w1 7535 Liaoning Prov.,China Apr. 2009
w2 7536 Anhui Prov., China Apr. 2009
w3 7691 Unknown Oct. 2008
w4 7690 China Oct. 2008
w5 7705 China Apr. 2009
w6 7709 Hebei Prov., China Feb. 2010
w7 7708 Jiangxi Prov. China Feb. 2010
w8 Ningde city market, Fujian, China 7950 Unknown Feb. 2011
w9 Jingdezhen city market, Jiangxi, China 7952 Dongbei dist., China Feb. 2011
w10 7620 Korea Dec. 2009
w11 7616 China Dec. 2009
w12  Seoul market，Korea 7698 China May 2010
Tochimototenkaido Co., Ltd., Osaka, Japan
 

Uchida Wakanyaku Co., Ltd., Tokyo, Japan
Shanghai market, China
Dong myong drug company, Seoul，Korea
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w5, w6, w7, w11, w12）の塩基配列はC. mandshurica（Cm）と概ね一致した。
一部の生薬サンプル，例えばw1, w4, w6, w11, w12 の5サンプルの ITS領域の
33番目の塩基は，比較したCmのサンプルm4（W: A or T）とは異なるAであ
ったが，他の比較植物例えばm1の33番目の塩基もこの5サンプルと同じAであ
った。同様に，生薬サンプルw10はC. terniflora var. robusta （Ctr）の塩基配















プルについては，2サンプルが  C. mandshuricaであり，2サンプルがC. 
brachyuraの地下部であった。また，韓国市場からの3サンプルでは，2サンプ







Table 5 Comparison of Sequences in the ITS regions of crude drug Clematidis Radix and plant materials 
   
The nucleotide numbers were adopted in accordance with the sequence of AB120204. Asterisks (*) indicate the same nucleotides as 
the top sequence; hyphens (-) indicate nucleotide deletions; W denotes A or T, R denotes A or G, and Y denotes C or T. Abbreviatons: 
Ch: C. hexapetala; Cm: C. mandshurica, Ctr: C. terniflora var. robusta, Ctk: C. terniflora var. koreana, Cc: C. chinensis, Cb: C. 





33 57 71 72 73 74 75 76 77 79 80 83 99 143 150 151 155 156 159 165-168 171 182 421 525 526 528 564
 Ch (h1) A A T T A G C G G G A T C G G T A G G ‐‐‐‐ A C C G T A T
 Cm (m4) W * * * * A * * * T C Y * A * C * * A ‐‐‐‐ * * Y * * * *
 w1 * * * * * A * * * T C Y Y A * Y * * A ‐‐‐‐ * * * * * * * Japan Liaoning, China C. mandshurica
 w4 * * * * * A * * * T C Y * A * C * * A ‐‐‐‐ * * * * * * * Japan China C. mandshurica
 w5 W * * * * A * * * T C Y * A * C * * A ‐‐‐‐ * * Y * * * * Japan China C. mandshurica
 w6 * * * * * A * * * T C Y * A * C * * A ‐‐‐‐ * * Y * * * * Shanghai, China Hebei, China C. mandshurica
 w7 W * * * * A * * * T C Y Y A * Y * * A ‐‐‐‐ * * * * * * * Shanghai, China Jiangxi, China C. mandshurica
 w11 * * * * * A * * * T C Y * A * C * * A ‐‐‐‐ * * * * * * * Korea China C. mandshurica
 w12 * * * * * A * * * T C Y * A * Y * * A ‐‐‐‐ * * * * * * Y Korea China C. mandshurica
Ctr (tr2) T * ‐ ‐ ‐ ‐ Y C C T C * * A * * * * * ‐‐‐‐ R * * R C G *
 w10 T * ‐ ‐ ‐ ‐ Y C C T C * * A * * * * * ‐‐‐‐ * * * R C G * Korea Korea C. terniflora  var. robusta
Cb (b2) * G ‐ ‐ ‐ ‐ * T * T C * * A * C * * A ‐‐‐‐ * * * * * * *
 w8 * G ‐ ‐ ‐ ‐ * T * T C * * A * C * * A ‐‐‐‐ * * * * * * * Fujian, China Unknown C. brachyura
 w9 * G ‐ ‐ ‐ ‐ * T * T C * * A * C * * A ‐‐‐‐ * * * * * * * Jiangxi, China Dongbei, China C. brachyura
 Cc (c2-cln2） * * - - - - * T * T C C * A T C G A A GACC * G * * * * C
 w2 * * ‐ ‐ ‐ ‐ * T * T C C * A T C G A A GACC * G * * * * C Japan Anhui, China C. chinensis
 w3 * * ‐ ‐ ‐ ‐ * T * T C C * A T C G A A GACC * G * * * * C Japan Unknown C. chinensis
 w3-cln1 * * ‐ ‐ ‐ ‐ * T * T C C * A T C G A A GACC * G * * * * C
 w3-cln2 * * ‐ ‐ ‐ ‐ * T * T C C * A T C G A A GACC * G * * * * C
Nucleotide No. of ITS
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2－4 考察  
 
 1. 漢方生薬｢威霊仙｣の市場品の産地について，原植物を C. mandshurica と
同定した 7 サンプルは全て中国産であった。その中の 1 サンプルは遼寧省産
であることが分かったが，他の 6 サンプルは産地に関する詳細な情報がなか








と考えられる。中国市場品の他の 2 サンプルで C. mandshurica と同定された
ものの産地はそれぞれ河北と江西であるという情報があったが，河北，江西























 4．1970年代の韓国産｢威霊仙｣はC. brachyuraを主とし，またわずかにC. 
mandshurica と  C. terniflora var. koreana11) に由来するものも存在した。本研
究ではそれら以外に，C. terniflora var. robustaに由来する韓国産｢威霊仙｣が現
在の韓国市場に確認されれた。C. terniflora var. robustaは朝鮮半島の南部に分





 5. C. patens カザグルマと C. florida テッセンは Clematis 属の同じ Viticella
節に分類され，本草考証研究により｢威霊仙｣の古来の正品の原植物であると








第三章 Clematis 属植物 10 分類群の分子系統樹  
 
3－1 緒言  
Clematis 属植物は非常に種類が多く，種ごとの形態も非常によく似ており，
形態による種の分類が困難な一群である。Clematis 属植物の植物学的な種分
類は，1987 年に Tumara 30, 31) によって整理され，その後 2005 年に Wang34)
が Clematis 属植物の新たな種分類を報告した(Table 6)。   
本章では，本研究で検討した 10 分類群の Clematis 属植物について，第一
章で明らかになった ITS 領域の塩基配列を用いて分子系統樹を作成し，













Adopted Species Subgenus Section Subsect. Series Adopted Species Subgenus Section Subsect. Series
Clematis angustifolia Jacq. Flammula Flammula Angustifolia Clematis hexapetala Pall. Clematis Clematis Angustifolia Hexapetalae
C. terniflora  DC. Flammula Flammula Rectae Rectae
C. terniflora  DC. var.
mandshurica  (Rupr.) Ohwi
Clematis Clematis Rectae Rectae
Clematis terniflora DC. var.
robusta (Carr.) Tamura
Flammula Flammula Rectae Rectae
Clematis terniflora DC.
var. terniflora (W.T.Wang )
Clematis Clematis Rectae Rectae
C. terniflora DC. var.
koreana (Nakai) Tamura
Flammula Flammula Rectae Rectae
C. terniflora DC. var.
koreana (Nakai) Tamura
Clematis Clematis Rectae Rectae
C. chinensis  Osbeck Flammula Flammula Rectae Chinenses C. chinensis  Osbeck Clematis Clematis Rectae Rectae
C. kyushuensis Tamura Flammula Flammula Rectae Chinenses
C. chinensis Osbeck var.
fujisanensis Tamura
Clematis Clematis Rectae Rectae
C. brachyura Maxim. Flammula Pterocarpa C. brachyura Maxim. Clematis Pterocarpa
C. ianthina Koehne Viorna Viorna Crispae Fuscae C. ianthina Koehne Viorna Viorna Crispae Fuscae
C. patens C. Morren et
Decne.
Flammula Viticella Patentes
C. patens C. Morren et
Decne.
Clematis Viticella Floridae Patentes




3－2 実験方法  
 
第一章で明らかにした 10 分類群の Clematis 属植物の ITS 領域の塩基配列結
果を用い，ClustalX v. 1.83 および MEGA 5.10 を使用し，アライメントした。
MEGA 5.10 をお用いて，アライメイトされた塩基配列をもとに，Kimura 
2-parameter 法による遺伝の距離の計算を行い，近隣結合（Neighbor Joining：NJ）
法で系統樹を作成した。さらに、1,000 回のブートストラップで系統樹の安定
性を検定した。    
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3－3 結果  
 
Fig. 6 Phylogenetic tree constructed based on the ITS sequence results of 10 
Clematis taxa  
The sequence with the smallest nucleotide variations in each taxa and all clones of 
Cc samples c1 and c2 obtained in this study were used to construct the phylogenetic 
tree. The number of the clone of Cc and its clone type is shown after the sample 
names c1 and c2. AB120204, JF778872, GU732597, AB120183, GU732584, 
AB120184, and AB120186 were obtained from the DDBJ. These sequences were 
comparatively similar to our sequences of corresponding taxa. Numbers beside the 
branches indicate bootstrap values (≥50%) of 1000 replications. Abbreviations: Ctk: C. 
terniflora var. koreana, Cc: C. chinensis, Cb: C. brachyura, Cm: C. mandshurica, Ch: 
C. hexapetala, Ctr: C. terniflora var. robusta, Cky: C. kyushuensis, Cp: C. patens, Cf: 
C. florida, Ci: C. ianthina, T: type, and P: Pattern. 
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ITS 領域の塩基配列を用いて Clematis 属植物 10 分類群の分子系統樹を作成し
た（Fig. 6）。  
系統樹から，Ci は他分類群とは遠縁関係を示し，検討した 10 分類群内では，
Ci と他分類群の 2 つのグループに分かれた。Ci を除いた 9 分類群内ではさらに，
Cf と Cp が属するグループと Cc, Cm や Ch（Ctr）の属するグループとの 2 グル
ープに分かれることが分かった。   
日本，中国における生薬「威霊仙」の局方規定原植物 3 種 Cc, Cm や Ch が含
まれたグループには，Cb, Cm, Ch, Ctr のタイプ１（Ctr-T1)又は Cky の属するグ
ループと Ctr のタイプ２（Ctr-T2)，Ctk のグループに分かれた。  
Cc のクローンについては，Cb と近縁の c1-5, 8, 16 の 3 クローンとその他の
クローンが 2 つグループに分かれた。c1-13 は Ctr-T2 と近縁，Cky は，と Ctr-T1
近縁，c1-2 は Ctk と同一であることを示した。また，Cb の属するグループは，




3－4 考察  
 
 1. 第一章において塩基配列を解析した結果，C. chinensisは重複した配列をも
ち，交雑種である可能性が示唆された。クローニング結果を加味した分子系統
樹から，C. chinensisの母系は，C. terniflora var. koreanaである可能性が示唆され
た。  











 3．C. brachyura は，痩果の花柱が短く，羽毛状に伸長せず，痩果が翼状にな
るという他に例を見ない特有な形態をもつ Pterocarpa 列に属している。今回得
られた分子系統樹から，C. brachyura は C. terniflora var. robusta と
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C.mandshurica に近縁な種であることが判った。Wang 36) は C. brachyura につい
て，C. brachyura は，C. terniflora（＝C. terniflora var. robusta）と C.mandshurica









C. mandshurica，C. chinensis，C. terniflora var. robusta，C. terniflora var. koreana，














た。すなわち，日本市場品 5 サンプルのうち，3 サンプルは C. mandshurica，2
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サンプルは C. chinensisに由来するものであった。中国市場品 4サンプルのうち，
2 サンプルは C. mandshurica，2 サンプルは C. brachyura であった。また，韓国
市場の 3 サンプルでは，2 サンプルが C. mandshurica，1 サンプルが C. terniflora 
var. robusta であった。市場品の産地については C. mandshurica と同定した 7 サ




現在の生薬市場には C. hexapetala 由来の｢威霊仙｣は希少であるものと考えられ
た。さらに現在日本市場には日本産の「威霊仙」がなく，全て中国産のもので
あることが明らかになり，また現在の韓国市場には新たに C. terniflora var. 
robusta に由来する「威霊仙」が確認された。  
 検討した Clematis 属植物 10 分類群の ITS 領域の塩基配列を用いて作成した
系統樹により，交雑種である可能性がある C. chinensis については，クローニン
グ結果からも，母系が C. terniflora var. koreana や C. brachyura である可能性が
示唆された。また九州に自生する C. kyushuensis Tamura は独立種とするのが適
切であると判断された。C. brachyura は C. terniflora と C. mandshurica が属する
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